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上咽頭痛由来 Epstein － Ba r rvir usくE BVJ 株の生物学的特異性
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く昭和61年 2 月17日受付う
上 咽 頭癌初代培養細胞 と ヒ ト ア デ ノ イ ド由来上 皮系細胞株 と の 細胞融合 に よ り樹 立 化 さ れ た，
Epstein －Ba r rviru sくE B Vl産生性上皮系細胞株 N P C－K Tの 産生 す る ウイ ル ス くN P C－K T ウイ ル スl 株
の 生物活性 に つ い て検 討 した． この N P C－ K T ウイル ス は ， 臍帯血 リ ン パ 球 くc o rd blo od lym pho cyte s，
C B LJトラ ン ス フ ォ ー ム 活性， ウイ ル ス 早期抗原 くe a rly a ntige n， E A l誘導活性 ， 及び細胞溶解活性の 3
つ を併 せ持 っ て い た ． 従っ て， CB Lの 低力価 N P C．K Tウイ ル ス 感染は CB Lを トラ ン ス フ ォ ー ム し， E B V
核内抗原陽性細胞株の 樹立化を き た し たが ， 高力価 N P C． K T ウイ ル ス 感染 で は， C B Lの D N A合成を感
染 2 日後 に 一 旦 上昇 させ ， そ の後感染 C B Lの 溶解 を き た した ． N P C－ K T ウイル ス の E A誘導活性 は， ジ
メ チ ル ス ル ホ キサイ ド添加 に よ り増強さ れ た が E B Vの 一 つ の 代 表株 こP 3王i R－1 ウイ ル ス 株 で は 逆に 阻害
さ れ た
．
N P C－E T ウ イル ス 感染 に よ り誘導さ れ る E A ポ リペ プ チ ド は ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電気泳動法
くpolya cryl a mide gel ele ctr opho re si ， P A G El で は P3 H R－1 ウイル ス に よ る も の と 羞は な か っ た ． さ
ら に ， N P C－K T， P3 H R－1細胞 内に 合成さ れ る ウイ ル ス 構成抗原 くviral c apsid antige n， VCAlも P AG E
で差 は認め ら れ なか っ た ． しか し N P C－K T ウイル ス 遺伝子 D N A は E B Vの他 の代表株 B 95－8 ウイ ル ス 株
の も の と明ら か に 異っ て い た ． 継代培養60代 めの N P C－K T細胞 より ク ロ ー ニ ン グ で 得 られ た 6株で は，
N P C－ K T ウイ ル ス 産生能に 著 しい善が 見られたが， ト ラ ン ス フ ォ ー ム 活性と， E A誘導活性の 比 は常 に ほ ぼ
一 定 で あ っ た ． 同時 に N P C－ K T ウイル ス 遺伝 子 D N A の分析で も不均 一 性 を示 す バ ン ドは 検出さ れ な
か っ た ． この こ と は， 両活性が 単 一 の ウイ ル ス粒子 に 由来す る可能性 を示唆 して い る と思わ れ た．
Key w ords E B V． トラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン ， 早期抗原誘導， 細胞溶解
Epstein－ Barr viruS くE B Vlは 1964 年 Epstein と そ
の 協同研究者 Ba rrらりに よ り バ ー キ ッ トリ ン パ 腫 に
見出され た発癌性 ヘ ル ペ ス ウイ ル ス で， 現在， バ ー キ ッ
トリ ン パ 腫， 伝染性単核症， 上 咽頭痛発生 へ の 関与が
示 唆され て い る1ト31
．
E B V はヒ トの B 細胞 を容易 に ト
ラ ン ス フ ォ ー ム く正 確に は不死 化， im m o rtaliz atio nl
す る こ と が で き巾， マ ー モ セ ッ トを 実験動物 と して こ
れ に リ ン パ 腫 をひ き お こ し得 る5I． 現在， E B V産生細
胞株と し て 一 般に 使用 され てい る も の は， バ ー キ ッ ト
リ ン パ 腰由来 P 3 H R－1細胞 と伝染性単核症由来 E B V
持続感染 マ ー モ セ ッ トリ ン パ 球 B 95－8細胞 くB 95－8細
胞I の 2株で ある が， そ の産生さ れ る ウイ ル ス 株 の 生
物活性 は著 しく 異 っ て い る ． す な わ ち， P3 H R．1細胞の
産生 す る E B VくP 3 H R－1 ウ イル スl 株 は ト ラ ン ス
フ ォ ー ム 能力 を喪失 した 欠陥ウイ ル ス で あ り，E B V持
続感染 Raji肺胞くRaji細胞1量感染に よ り E B V早期
抗原 くe a ry a ntige n， E Al を誘導す る が6l， B 95－8細
胞の 産生 す る E B VくB 95－8 ウイ ル スl 株は ト ラ ン ス
フ ォ ー ム 活性の みを 有すると さ れ てい る7I
．
E B V は Bリ
ン パ 球細胞指向性と考 えら れ て い る が ， 上 咽 頭癌組織
中の 上 皮系細胞内 に E B V核内抗原 くE B V r elated
n u cle a r a ntige n， E B N AI 及 び ウイ ル ス D N A が検出
さ れ て い る8I． しか し， こ れ ま で E B V 産 生性上咽頭癌
細胞 の 試験管内培養 に 成功 した例は な い ．
A bbrebiation s ニC B L． c o rd blood lympho cytei C R， C O mple m e nt re ceptori D M SO，
dim ethyls ulfo xideニ D M E M， Dulbe cc o m odified Eagle
，
s minim u m ess e ntialm ediu miE A，
e a rly a ntige n三 E AI U， E A indu cing u nitニ E B N A， E B Vrelated n u cle ar a ntige n三 E DT A，
ethylen edia min etetr a a c etateニ E B V， Epstein －Barr virusi FI TC， flu orescein is othiocyan ate妄
上 咽頭癌由来 E B V
最近， 滝元 ら引は上 咽 頭癌初代培養細胞 と ヒ トア デ
ノイ ド由来細胞株 と の 細胞融合に よ り E B N A陽性 の
上皮系細胞株 N P C－E T を樹立化 した． 著者 は， 滝元 ら
との協同研究川 1りに よ り， N P C－K T細胞が低温培養，
ヨ ー ド デ オ キ シ ウ リ ジ ン く5－iodo－2－de o xy u rid ine，
IudRI 処理 に よ り， E B V を高率に 培養液中に 放出す る
こと を見出し た． 本研究で は さ ら に N P C－E T細胞産
生E B VくN PC－ K T ウイ ル スl 株の特異性を P 3 H R－1，
B95－8 ウイル ス 株と 比 較検討 し， さ ら に E B V感染 と
上咽頭癌発生機序 の 関連に つ い て考察 を加 えた．
材料お よ び方法
工 ． 使 用細胞と培 養条伴
N P C．ET 細胞 は金沢大学医学部耳鼻咽喉科滝 元徹
博士 よ り分与 を受け ， 滝元 ら91の方法 に 準拠 して 培養
調整を行っ た． す な わ ち， 単層を形 成 した N P C－K T細
胞を 0．02％ ethyle ndia min etetr a a c etate くE D T AI，
0．8％NaCl，0．02％K Cl を含 む 10m M リン 酸 綬衝 液
pH 7．2 で 室温5分間処理後， 分散 した細胞 を増殖培養
液 で あ る 10％牛胎 児 血 清加 Dulbe c c o m odified
Eagle
，
s minim u m es se ntial m ediu m くD M E Ml く日
水， 東京1へ 細胞濃度 1．Op v 2．OXlO5 c ellsノmlに な るよ
う調整 して 34
0
C で増殖 させ た． Raji， B95－8， E B V非
感染 BJA B， E B V持続感染 Da udi各細胞 は10％牛胎
児血清加 Ro s e w ell Pa rk Me m o ri al In stitute－1640
くR P M エー1640， 培養液 く日水， 東京う を用 い ， 1．OX
lO5c ellsノmlに 調整 し 37
0
Cで 増殖さ せ ， P 3 H R－1細胞
は同培養液に て 同様 に して 340Cで 増殖 させ た．
H ． N P C－ E T細胞 の ク ロ ー ニ ン グ
継代培養 60代 め の N P C－K T細 胞， l． b lOOc ellsノ
mlを 0．33％ア ガ ロ ー スくマ リ ン コ ロ イ ド社， ロ ッ ク ラ
ン ドI を含 む 10％牛胎児血清加 D M E Mに 浮遊 し， 直
径60m m の プ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ に て 370ClO 日間
培養した ． そ の 後生 じた コ ロ ニ ー をパ ス ツ ー ル ピペ ッ
トで採取 し， さ ら に 培養 を行っ た ． 必 要に 応 じて再ク
ロ ー ニ ン グを同様の 方法 で 行っ た ．
Il王． ウ イル ス享夜の 調整
N P C－K T細胞を Iud Rく60JLglml を含 む 10％牛胎
児血清加 DM E M で 340C 3 日間培養後， 4％牛胎児血
清加 D M E Mで さ ら に 7日 間培養 し て ， 培養液 を集 め
た． この 培養液は 7，000Xg，20分遠心 して， そ の 上 清
を孔径0．80ノ上M の メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ ー くタ イ プ
Iud R， 5－iodo－2
，
－de xy uridin ei K， kilodaltons三
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A Aっくミ リ ポ ア， ベ ッ ドフ ォ ー ドコ を用 い て 口過後，
タイ プ21 ロ ー タ ー くべ ッ ク マ ン ， カ リ フ ォ ル ニ アつで
56，000Xg， 2時間超遠L－し， その 沈査 を培養液の 約百分
の 一 畳 の D M E Mに 浮遊後， ソ ニ フ ァイ ア S B，12くブ ロ
ン ソ ン ， ダ ン ベ リコ に よ り超音波処理 く50 ワッ ト 30
秒1 に よ り均質化 したも の を N P C一正T ウイル ス 濃縮
液 と し た． B 95－8 ウ イル ス 濃 縮 液 は1 2．0 －tetr a－
de c anoyl－phorbol－13．a c etateくT P Al くシ グ マ ， セ ン ト
ル イ ス1 を含む 10％牛胎児血清加 R P M 王－1640培地 に
て B 95－8細胞 を 370C 2週 間培養し， 又 P 3 H R－1 ウイル
ス 濃縮液は ， T P Aを含む 同培養液 で， P 3 H R－1細胞 を
34
0
C l週間培養後， 夫々 集め た培養上清よ り， 同様の
超遠心濃縮に よ り調整した ．
IV
． ウ イル ス 感染価 の 測 定
1 ． E A誘導活性
E A誘導活性は， Sair en3i らの 方法1 2りこよ り， Raji細
胞 を用 い て 測定 した ． Raji細胞 2．OXlO6 cells に ウイ
ル ス 液 1 mlを加 え， 3 r C 2時間吸着， D M E M で洗浄
後， 増殖用 培養液で， 37
q
C 48時間培養 した． こ の細胞
をス ライ ドグラ ス に 塗沫 し， 室温 で 10分間アセ トン 固
定後， 上 咽頭癌患者血清くE A抗体価， 1ニ1601 を 一
次抗体 と して ， flu o r es c ein isothio cya n ate くFI T Cl
標識抗 ヒ ト免疫 グ ロ ブリ ン ウサ ギ血清を二 次抗体 とす
る螢光抗体間接法に て， E A陽性細胞数 を算出 して ，
E A indu cing u nit くE AI Ul で 表した ．
2 ． トラ ン ス フ ォ ー ム 活性
トラ ン ス フ ォ ー ム 活性 くtr a n sfo r mingu nit， T F UJ
は， Katsuki 8t Hin u m aの方法欄 に 準 じて行 っ た ． す
な わ ち， 臍帯血 リ ン パ 球 くcord blo od lympho cyte，
C Bu ， 1 ．OXlO7 c e11s に 1 mlの 10倍段階希釈ウイ ル
ス 液 を加 え， 37OC 2時間吸着 させ， D M E M で洗浄後，
20％牛胎児血清加 R P M エー1640培養液 に て 2．OX lO
6
cellslml に浮遊 した． その 0．2ml ずつ を96穴 マ イ ク
ロ プ レ ー ト くヌ ン ク， ロ ス キル デン の 各穴に 注入， 2
旬 4週 間後 の 細胞凝集塊 の コ ロ ニ ー 形成よ り， T F U
を算出した．
3 ． D NA 合成
ウイ ル ス 感染 に よ り促進され る細胞 D N A合成の測
定は， 上 述の マ イ ク ロ プ レ ー トに 各時間毎 に 0．4メイCi
の 3日 － チ ミ ジ ン げ マ ー シ ャ ム ， ア マ ー シ ャ ムンを加 え，
4時間後 に ガ ラ ス フ ィ ル タ ー に 細胞 を吸着さ せ ， 3軋
チ ミ ジ ン の 取込 み を液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー
kb， kilobas es三 PAA， phospho n o a cetic a cidニ
P A G E， pOlyacrylamide gelelectr ophoresisi R P M I－1640， Ro se w ell Park Me m orial In stitute－
1640ニ TF U， tr an Sfor ming u niti T P A， 12r o－tetrade c an oylphorbol－13－ a C etateニ V C A， Vir al
C apSidantige n．
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LS9000くべ ッ ク マ ン ， カ リ フ オ ル ニ アブ で 測定 した．
V ． コ ロ ニ ー 形成 阻害試 験と 中和 試験
1 ． コ ロ ニ ー 形成 阻害試験
E B Vの コ ロ ニ ー 形成 阻 害試験 は ， Ro c chiら の 方
法1 4号こ 準 じ て 行っ た ． す な わ ち Raji細胞 2．OX lO5
C ells に ウ イ ル ス 液 0．1 ml を加 え3 r C 2時間吸着 さ
せ た後， D M E M で洗浄 して ，5．OXl O3 c ells を 20plの
0．5％ア ガ ロ ー ス を 含 む 20％牛胎児血 清加 R P M ト
1640培地 に て培養 した． こ の 培養 に は 96穴 マ イ ク ロ
プ レ ー ト を用 い ， ア ガ ロ ー ス が 固化後 200ノ上1の 20％
牛胎児血清加 R P M ト1640培地 を加 え， 37
0
C 7 日間培
養して得 られ る コ ロ ニ ー 数 を顧微鏡下 に て 測定 した ．
2 ． 中和試験
中和試験 に は E B V を十分の 一 畳 の 非働化上咽頭癌
患者血清又 は E B V抗体陰性健康 人血 清 と 40C 2時間
反応さ せ た
．
こ れ らの血清 の ウイ ル ス キ ヤ プ シ ド抗原
くviru s c apsida ntigen， V C Al に 対す る抗体価 はそ
れ ぞ れ 1 ニ640， く 1こ5 で あ っ た ． そ の 後 こ の 反応
E B Vに つ い て コ ロ ニ ー 形成 阻害試験 と E A IU測定 を
行っ た ．
VI． E B N A染色
E B N A染色 は Re edm a nと Klein の 方法15りこ よ り
F n
l
C 標識抗 ヒ ト補体抗体 を用 い た螢光抗体補体法で
行 っ た．
VII． dim ethylsul fo xideくD M S OH 誇導の Raji細胞
D NA 合成及 び茸 白合成阻害の 測 定
2．OXlO5c e11s の Raji細胞 を容積比 1％， 3％の
D M S O を含 む又 は含 ま な い 2 mlの 増殖培地 で 24時
間培養後， 1pCi の3H－ チ ミ ジ ン 又 は 5JLCiの 35S メ
チオ ニ ン くア マ ー シ ャ ム ， ア マ ー シ ャ ムぅ で 4時間標
識 した ． そ の後ガ ラ ス フ ィ ル タ ー に細胞 を吸 着さ せ，
液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 放射能 を測定 し
た．
用 ． 免疫沈降法及 びポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電 気泳
動法 くpolya cryla mi de gel ele ctropho re si，
PA G E1
3 5S． メ チ オ ニ ン標識細胞く5．0〆 1 ノ20X lO5 c ellslを 1ml
の 0．5％No ndietP－40， 5 m M E D T A， 150m M NaCl，
0．02％NaN3， 0．25mM ジチオ ス レ イ ト ー ル含有 50m M
Tris－ H Cl緩衝液 くpH 7．41 で 4
O
C l時間可溶化後，
5．000Xg， 20分間遠心 し， その 上 滑 に上 咽頭癌患者血
清又 は E A抗体陰性， V C A抗体陽性健康人 血清 ほA
抗体価， く 1 ニ 5，V C A抗体価， 1 二160Iを 2ノJl加 え，
14時間反応 させ た． 20ノJl のプ ロ テイ ン A セ フ ァ ロ ー
ズ け ァ ー マ シ ア， ウ プラ ザ1 に て抗原抗体複合物 を
回収 して ， 可溶化緩衝液 で 4回 洗浄後， La e m mliの 方
法1叫こて P AGE を行 っ た ． さ ら に ゲ ル を乾燥後， X 線
藤
フ イ ル ム X－Om at AR フ イ ル ム X A R－5 くコ ダ ッ ク，
ニ ュ
ー ヨ ー クJ で オー トラ ジオ グ ラ フ イ ー を行 っ た
．
分 子 量 マ ー カ ー と して は， 標識 ミ オ シ ン ， フ ォ ス フ ォ
リ ラ ー ゼ， 牛血清アル ブミ ン， 卵白 ア ル ブ ミ ン け マ ー
シ ャ ム ， ア マ ー シ ャ ムI， 分 子 量 は各々 200， 92．5， 69，
46 kilodalto n sくkl を用 い た ．
IV． ウ イ ル ス 遺伝子 D N Aの 解析
ウイ ル ス 遺伝子 DN A は サ ザン ブ ロ ツ テ ィ ン グ法川
に て 行 っ た ． 濃縮 N P C． K T及 び B 95－8 ウイ ル ス を， さ
ら に 10％か ら 30％の デ キ ス ト ラ ン TlO くフ ァ ー マ シ
ア， ウ プ ラ ザう を 用 い た 密度勾配遠 心法 に よ り，
S W 55 T iロ ー タ ー くべ ッ ク マ ン ， カ リ フ ォ ル ニ ア1 で
76
，
000Xg， 1時間遠心後， ウイ ル ス の バ ン ド をパ ス
ツ ー ル ピペ ッ トで 吸 引す る こ と に よ り精製 した． 精製
ウイ ル ス を 100声gノmlの プ ロ ティ ナ ー ゼ Kくシ グマ ，
セ ン ト ル イ ス1， 0．5％サ ル コ シ ル を 含 む 200mM
E D T AくpH 7．41 中で 5 0
O
C， 5時間消化後， フ ェ ノ ー
ル 抽出 を 2 回行い ， ウイ ル ス D N A を得た ． つ い で，0．1
JLg の ウ イ ル ス D N Aを20単位 の DN A制 限酵素
Ec oRI， Ba m H Iく宝 ， 京都1 で 37
0
C， 2時間消化後，
0．4％， 0．6％ア ガ ロ ー ス ゲ ル に て 各々 電気泳動 を行 っ
た ． この ゲ ル を0．6 M， NaCl を含 む 0．2 NNaO Hで
30分間処理後 ， 0．6 M NaCl を含 む 0．2 M， Tris－H Cl
緩衝液くpH 7．4Iで 中和 した． その 後， ウイ ル ス D N A
を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 移 し， 80
0
C， 5 時間熱処理
後， 3 2P標識 N PC K T ウイル ス D N A と 65OC，1 4時間
ハ イ プリ ダ イ ズ させ ， オ ー トラ ジ オ グ ラ フ イ 一 に て検
出 し た． プ ロ ー ブ は 0 ． リノg の N P じ K T ウ イル ス
D N A を100JLCiの
32P－dCT Pくア マ ー シ ャ ム ， アマ ー
シ ャ ム1 を用 い た ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン に よ り標
識 し たも の を用 い た ． B95－8 ウイル ス D N Aの Ec oRI，
Ca m H I消化 に よ る断片の 記号 は， Helle rら 弼 の 報告
に 従 っ た ． D N Aの 長 さ の 標 準 に は， H in d III消化A
フ ァ ー ジ D N A断片， 各々23． 3， 9．3， 6 j， 4 ．3， 2．2，
1．9 kiloba se sくk dl を用 い た
．
成 績
工 ． N P C． E T細胞 の ク ロ ー ニ ン グ
継 代培養 60代 め の N P C－ K T細胞 を ク ロ ー ニ ン グ
し， ウイ ル ス 産生能 に 差 の あ る 6 ク ロ ー ン の 細胞を選
ん だ
．
こ れ ら 6 クロ ー ン はい ずれ も 上 皮系の 形態 を示
し， 形態学的差異は相互 に は ほ と ん ど認め られ なか っ
た
．
ま た細胞増殖能に も著 しい 差 はな か っ た ．
そ こ で ， 6 クロ
ー を工ud R処理 す る こ と に よ り産生
され る N PC－ K T ウイ ル ス の E A I Uと T FU を互 い に
比較 した く表 1J． 最も産生能の 高い Cl． 6 と最も低い
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Tablel． V ir u syield from 6 clo n es of N P C－K Tc ells
clo n e of
N P C－K Tc eus
Activity of N P C－K T vir u s
ヰ
Pr Odu c ed by e a ch clo n e























ホ Ea ch clo n e of N P C－ K Tc ells く5．Oxl O5 c eusノml w astr e ated with Iud Rく60JJ glml for
2 days at34 C， a nd then in c ubated fu rtherin gr o wth m ediu m c o ntaining 4 ％ fetalc alf
S erurn for 7 days． Cultu r e s uper nata nts w er e ass ayed fo r tr a n sfo r ming a nd




















2 4 6 8く血 ysJ
DcIyS Aflerlnfe cfion
Fig．1． Stim ulatio n of D N Asynthesisin C B L by
infe ctio n withv a rio u sdilutions ofN P C－ K Tviru s．
C B Lく1．OXlO7 c ellsIw ere e xpo sed to l ml of
V a rio u sdilutio n s of N P C－K Tvir u s sto cksく1．OX
lO6 T F Ulml a nd 2．7XlO5 E A 工Ulml くu ndiluted，






－dilutio n s， －Cj － 一 口 1ー m O Ck－
infected，
－ V － Y 一 丁 Inc orpor ation of 3H －
thymidine w as deter mined after v a rying tim e s
post－infe ctio n．
あ っ た が， 各 ク ロ ー ン産生 ウイ ル ス の E A I U と T F U
の比 はお おむ ね一定で あ っ た ． 最も ウイ ル ス 産生能 の
高い cl． 6 を再ク ロ ー ニ ン グ し て ， Cl．61 を得， 以 後の 実
験に は こ の Cl． 61 を用い た．
H ． N P C． E T ウイ ル ス 感染 C B Lの 運命
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N P C．K T ウイ ル ス 感 染 に よ る C B L の D N A合成
及 び トラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン に つ い て， 感染 ウイ ル
ス 濃度差か ら， 感染多重 魔の 影響を検討 し声． 図 1 の
よう に 1．Ox lO
6E A I U， 2．7XlO
5T F U の ウイル ス 及
び そ の 十分 の － の ウイ ル ス を 1．OXlO7 cells の C BL
に 感染 させ る と， D N A合成は 2 日後に 顕著 に 上 昇 し
たが ， その 後低下 した ． その 際細胞は 2 日後 に は 一 旦
凝集塊 を形成 し， その 後溶解 を起 した． しか しウ イ ル
ス 液を百分の － く10
－
21 又 は 一 万分の － く10
－ 4う に 希釈
して同数の C B Lに 感染さ せ る と， ウイ ル ス 量 に 応 じ
て D N A合成が 上 昇 した． ま た C B L細胞 は凝集塊 を
形成 し最終的 に E BN A陽性の ト ラ ン ス フ ォ ー ム 細胞
株が 樹立化 され た．
これ に 比 べ て ， B 95－8 ウイル ス 感染で はい ずれ の 濃
度く1．OxlO2ノ ー 1．OX lO6 T F UI で も細胞 の溶解 はみ ら
れ ず， す み やか に トラ ン ス フ ォ ー ム 細胞株が樹立 化さ
れ た
．
ま た ， P 3 H R－1 ウ イル ス く1 ．OXlO3ノ ー 1．OX lO6
E AI Ul 感染C B Lで は ト ラ ン ス フ ォ ー ム 細胞株 は樹立
化さ れ なか っ た ．
1 L N P C一 正T ウイル ス の Raji細胞 へ の 重感染
Raji細胞 に N P C－ K T ウイ ル ス を重感染させ ， E B V
の E A誘導と軟寒天中で の コ ロ ニ ー ー 形成能 を P3 H R－1
ウイ ル ス に よ る もの と比 較 したく表2l． こ の 際 Raji細
胞の 自発的 E A発現 は 0．01％以下， コ ロ ニ ー 形成率 は
3．1％で あ っ た ． N P C－ K T ウイル ス を Raji細胞 に重 感
染さ せ る と， 24時間後 に ， 細胞 は月巴大化し， 13．6％の
細胞 に E A が誘導さ れ た ． こ の N P C－K T ウイル ス 重
感染 Raji細胞 の コ ロ ニ ー 形成率 は， 非感染 Raji細胞
に 比 較 して 94．8％の 低下 をみ た． 一 方 ， P 3 H R－1 ウイ
ル ス 重 感染 Raji細 胞 で は E A陽性細 胞出現率 は
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45．0％で ， コ ロ ニ ー 形成低下率は 85．2％ で あ っ た ．
こ れ ら E A誘導と コ ロ ニ ー 形 成率の 低下が E B V 重
感染 に よ る こ と を確認 す るた め に ， 抗 E B V抗体陽性
上咽頭癌患者血清を用 い て中和試験 を行 っ た ． そ の 結
果， N P C－K T ウイル ス に よ る E A陽性細胞出現率 は，
14 ．0％か ら 3．0％ ヘ コ ロ ニ ー 形成低下 率 は 94．8％か ら
23．9％ へ と減少 した． さ ら に ， P3 H R－1 ウイル ス に よ る
そ れ ら は， 45．0％か ら 9．1％ へ ， ま た 85．2％か ら
21 ．9％ へ と それ ぞれ 減少 した． し か し抗 E B V抗体陰
性健康人 血清で は顕著 な減少は み られ な か っ た ．
n し こN f C－ E T ウ イル ス の Raji細胞重感染 に よ る
E A誘導 に対す る D MSO の 効果
D M S Oの E A誘導 に 及 ぼ す 影響 を調 べ る 前 に ，
D M S Oの Raji細胞 D N A合成， 蛋白合成に 対 す る効
果を検討 し た
． 表3 に 示 した よう に ， 1 ％及 び 3％の
D MS O は Raji細胞 の DN A合成 を共 に 30％以 上 阻
害 した． 一 方 ， 蛋 白合成 は 1 ％D N S O で影響 を受 けな
か っ た が， 3 ％ D M S O で は 30％以 上 阻害さ れた．
D M S Oの E A誘導に 及 ぼ す影 響 は， N P C－K T又 は
P3 H R－1 ウイ ル ス 量感染 Raji細胞 を D M S O存在又 は
非存在下で 培養 し， 感染 48時間後 に ， E A陽性細胞を
測定 す る こ と に よ り 検討 し た． 表 4 に 示 し たよ う に
0．5％ へ 3％D M S O は非感染 Raji細胞 の 自 発 的E A
発現 を ご くわ ず か に 上 昇 さ せ た ． 3 ％ よ り高濃度の
D M S O は細胞毒性が強く， 使用 で き な か っ た ． N P C．
K T ウイ ル ス 重感染 Raji細胞 を 1％D M SO 存在下 で
培養 す る と， E A誘導は D M S O非存在下に 比 して ， 10
倍以 上 増強さ れ たが ， P 3 H R－1 ウイル ス に よ る E A誘
Table2． E A indu ctio n a nd c olo ny r edu ctio n after s uperinfe ctio n of Rajic e11s with N PC－K T
a nd P 3 H R－1 viru s e sヰ
Nu mbe rof Colony Ratioく％Iof
V ir u sinfe cted c olo nies redu ctio n E A－POSitiv e
fo r m ed r atioく％l c ells
Mo ck
N P C－ K Tviru S
N P C－K T vir u stre ated
With E B V－PO Sitiv e s er u m
N PC－K Tviru Streated
With E BVM negativ e s er u m
P3 H R－1 viru s
P3 H R－1 viru str e ated
With E B V－ pOSitiv e s e ru m
P3H R－1 viruS tre ated
with E BV－ n egativ e s er u m




23 85．2 4 5．0
1 21 21．9 9．1
39 74．8 4 9．2
ホRaji cellsく2LOxl O
5
c e11sI w er e expo sed to NP C－K Tvir u sく1．OxlO4 TF Ua nd 3．4xl O3
E AI Ul， P3 H R－1vir u sく1．Oxl OJ E AI Ul．oTvir u stre ated with hu m a nE B Va ntibody－pO Siti
a nd n egativ e s er u m－
Table3． Effe ct of D M S Oo n D N Aa nd protein synthe sis of m o ck－infe cted Raji c ells輩
Co n c e ntr atio n






























































ホ Mo ck－infe cted Raji c ellsく2xl O
5
c ellsI w e re c ult red in 2 ml of gro wth m ediu rp with
Or Without D M S O for24 hr． a ndthe nlabeled with
3
H－thymidin e or
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Table4． Effe ct of D M S Oo n E A indu ctio nbyinfe ctio n with P 3 H R－1 a nd N P C－K T
v lr u S eS
事
Kind 。f Co n c entr ati。n Ratioく％lof E A－PO Sitiv e c ells











































































ホ Raji， Da udiorBJA Bc e11sく2xlO5 c ellsI w ere m o ck－infe cted o rinfe cted with P3 H R－l
OrN P C－ K Tviru s a nd in c ubated in the pr es e n c e or absen c e of DM SO， E A－POSitiv e
C ells w e redeter min ed 48 hr afte rinfe ctio n．
棉 P3H R－1 virus or N PC－ K T vir us w a sinfe cted with 7．5Xl O3 0 r 4．3xl Oコ E A IU．
r e spe ctiv ely．
輌 ヰ P 3 H R－1 vir u s o rN P C－ K T viru s w a sinfe cted with 2．2XlO5 0r 6．1xl O4 EA TU，
re spe ctiv ely．
4 8 ほ 2 4 3 6 4 8
Tim e Afterlnfe cIio nくhrJ
Fig．2， Tim e c o urs e of EA indu ctio nby N P C
－K T
Viru sin the pres enc e or abs e n c e of D M S O． Raji
Cellsく2．OXlO5 c ellsI s upe rinfe cted with l．7XlO3
E AI Uof N P C－K Tviru s w e rein c ubated in the
pre se n c eく1％， 一 喝ト ー ーーー e － i 3％， 一 喝 M J －J
O r abs e n c eく－ A － ム ーl of D M S O． At 24hr
afterinfe ctio n， D M S O－ C O ntaining m ediu m w a s
repla c ed with m ediu m fre e fr o m the drug
くabse n c e of l％ D M S O， －0 － 0 － i abs en c e of
3％ D M S O， ． ． ． 口 … … Ej． ．う or n ot．
導は 1％D M S Oに よ り む し ろ阻害 さ れ た． し か し，
3％D M S O存在下 で は， N P C－ K T ウ イル ス に よ る
E A誘導は顕著に は増強さ れな か っ た ．
E B Vに よ る E A誘導， 及 び そ れ へ の D M S O効果
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は， 他の E B V持続感染細胞で あ る Da udi細胞 と非感
染細胞 で あ る BJA B細胞 に お い ても検討 した ． N 王jc－
K T ウイ ル ス 及 び P 3 H R－1 ウイル ス 重 感 染 に よ り
Da udi細胞 に 誘導さ れ る E A陽性細胞出現 に 対 す る
効率は Raji細胞の それ の 約 三 分の － であ っ た ． そ して
N P C． K T ウイ ル ス 感染 に よ る E A誘導 の み が 1％
D M S Oに よ り約 5倍増強 され た． BJA B細胞 は N P C－
K T， P 3 H R－1 ウイ ル ス に よ る E A誘導が さ ら に 低率
であっ たが ， N P C－ K T ウイル ス 感染に よ る E A誘導の
み が 1％D MS O存在下で 約3倍増強さ れ た．
D M S Oの E A誘導増強効果の 機構 を解析す る た め
に
， N P C－K T ウイル ス 重 感 染 Raji細胞 を D M S O存
在， 非存在下 で培養 し， E A陽性細胞数 を経時的に 測定
し た く図 21
．
N P C－ K T ウイル ス 重感染 Raji細胞の
E A陽性細胞率 は 1 ％DM S O存在， 非存在下 に か か わ
らず， 感染12時間後 に 最高値 に達 した． 1％D M S Oに
よる 増強効果は培養時間に か か わ ら ず常に ほぼ 一 定 で
あ っ た ． 前述の よ う に 3 ％D M S O は N P C－K T ウイ ル
ス に よ る E A誘導に 顕著 な効果は示 さ なか っ た が ， ウ
イ ル ス 重感染後， 24時間3％D M S O存在下 で 培養し，
その 後培養液中よ り D M S O を除く と， E A陽性細胞率
は その 8時間後， 1％存在下 の レ ベ ル ま で上 昇 した
．
しか し， 1％D M S Oを N P C－K T ウイ ル ス 重 感 染24
時間後， 培養液中よ り除 い て も， それ以 上 の 効果は み
られ な か っ た ． P3 H R－1 ウイ ル ス に よ る E A誘導は こ
の よう な操作 を行 っ て も ， 起 らな か っ た ． ま た Raji細
胞を ウイ ル ス 重 感染以前 に D M S O処理 して も E A誘
導効果 はみ られ な か っ た ．
2 74
V ． N P C一 正T ウ イル ス の Raji細胞 重 感染 に よ り
誘導 さ れ る E Aポリ ペ プチ ドの P A G E分析
N P C－K T又 は P3 H R－1 ウ イ ル ス 重 感 染 Raji細胞
を 3％D M S O存 在， 非 存 在 下 で 12時 間培 養後，
DM S O非存在下 で 50JLCiノml の
35S． メ チ オ ニ ン で 10
時間額識 し， 可溶化後， 抗 E B V抗体反応沈降物 を
P A G E分析 した． 非感染 Raji細胞， 3．8XlO4E A I U1
5．OxlOS c ellsの P 3 H R－1 ウ イル ス 重感染 Raji細胞
ほA 陽性細胞覿 7．5％Iで は D M S O処理 ， 未処理 に
か か わ らず， E B V特異的ポ リ ペ プ チ ド は検出 され な
か っ た く図3コ． N P C－K T ウイ ル ス を上 述の P3 H R－1
ウイ ル ス 重感染 に ほ ぼ等 しい 条件くD M S O未処理時の
E A陽性 細 胞 率， 7．5％I く3．8XlO4E A I UJ5．OXlO5
C ells で重感染 した場合， D MS O未処理 で は E A ポ リ
ペ プ チ ド は 検出さ れ な か っ た が ， D M SO 処理 に よ り
E A陽性細胞率 はほ ぼ 100％と な り， P A G Eに より E A
Fig． 3． P A G Ea n alysis of E A indu ctio nby N P C－
K T a nd P 3H R．1 vir u se sin the pre se n c e o r
abs en c e of D M SO． Raji ce11s く5．OXlO5 c ells
m o ck－in fe cted o r superinfe cted with N P C． K T
Viru S O rP 3 H R－1 viru s w e rein cubated in the
pre se n ce o r abse n c e of 3％ D M S O fo r12hr a nd
then in m ediu m witho ut the drug C O ntaining
40jLCiJmla5S－ m ethio nin efo rfu rtherlOhr． M o ck
in fe cted Rajic e11s witho ut D M S Oく1a n ell， With
D M S Oく1a n e2I， Raji ce11s s uperinfe cted with
P 3 H R－1 viru Sく3．7Xl O4 E AI UI witho ut DM S O
く1a n e3l o r with D M S Oく1a n e41， Raji ce11s
Superinfe cted with P 3 H R－1viru Sく4．8XlO5 E A IU
Witho ut D M SOく1ane 5l o r with D M S Oく1a n e61，
Rajic ells supe rinfe cted with NPC．K Tvir u sく3．8X
lO4 E AI UI witho ut D M S Oく1a n e7lor with DM S O
くhn e8ン．
藤
ポリ ペ プ チ ド の バ ン ドが 明白 に 検出さ れ た
．
4．8XlO5
E A I U15．OXlO5 c ells の P3H R－1 ウイ ル ス 重感染で
は処葺軋 未処理 に か か わ らずくE A陽性細胞率は それぞ
れ 88％， 95％lE A ポリ ペ プチ ドが 検出さ れ た． N PC．
K T ウイル ス ， P 3H R－1 ウイ ル ス 量感染 に よ り Raji細
胞 に 誘導され る E A ポ リペ プチ ド は， P A G Eに よ れば
両者間に 全 く差が み ら れ なか っ た ．
VI． Iud R処理 に よ り N PC． K T 及び P 3 H R－1細胞
に 誘導 さ れ る E A， V C Aポ リ ペ プ チ ド の
P AGE 分 析
Iud R処理 に よ り N PC－K T細胞 に 誘導 さ れ る ウイ
ル ス 特異的 E A， V C A ポ リペ プチ ド を免疫沈降法及 び
P AG Eで P 3 H R．1細胞の も の と比 較 したく図4l． E A
抗体陽性 ， VC A抗体陽性血清で は E A， V C A ポリ ペ プ
チ ドが検出され くレ ー ン 1， 2J E A抗体陰性， V CA
抗体陽性血清 で は V C A ポ リペ プチ ドの み が 検出され
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Fig． 4． P A G Ea n alysis ofviru s anthge n sindu cedin
P 3 H R－1a nd N P C．K T c ells by Iud R． N PC－ K T
a nd P 3 H R－1 c ells w er e c ultu red in thepre re n c e of
Iud R fo r3 days， a nd the nlabeled with 50jLCiノml
Of 3 5S－ m ethionin efo r48hr in the pr e sen c e or
abs e n c e of 50JjM pho sho n o a c etic a cidくP AA7．
La n e sl a nd 2， P 3 H R－1 and N P C．K T cells
im m u n opr e cipitated by the s er u mpo sitiv ein
a ntibodies again st E A and V C A， re Spe Ctiv elyニ3
a nd 4，P 3 H R．1 and N P C－ K Tc ells pr e cipitated by
the s e ru m n egative in a ntibody again st E Abut
po sitiv ein antibody again st V C A， reSpe Ctiv ely こ
5 a nd 6， P A A－tr e ated P3 H R－1 a nd N P C－K Tcells
pr e cipitated by the s er u mpo sitiv ein a ntibodies
again st E A a nd V C A， re Spe Ctiv ely ニ7 and 8，
P A A－tr e ated P3 H R－1 and N PC－ KT c ells
pr e cipitated by the se ru m n egativ ein antibody






Fig．5． So uthe rnblot a n alysis ofge n o m eD N Aof
B95－8 a nd N P C－K Tviru s es． Ge n o m eD N As of
B 95－8 く1a n el a nd N P C－ K T Oa n e21 vir u se s
digested by EcoRIorBa m H Iw e retr a n sfe redto
nitr o c ellulo sefilters and hybridized with
32P．
1abeled gen o m eD N Aof N P C－K Tviru s．
た． さら に ， 50JLM phosphon o a c etic acid げA Al 処
理 で は ウイ ル ス D N A合成が阻害さ れ る た め V C Aの
合成は起 こ らな い の で P A A処理 を行 っ た細胞 で は，
E A抗体陽性， V C A抗体陽性血清で E A ポ リペ プチ ド
の みが検出されくレ ー ン 5， 61， E A抗体陰性， V C A
抗体陽性血清で は ウイ ル ス特異 的ポ リ ペ プチ ド は沈降
しなか っ たくレ ー ン 7， 8 1． レ ー ン 1 ， 3 ， 5 ， 7は
P3 H R－1細胞 ， レ ー ン 2， 4， 6， 8 は N P C－K T細胞
で ある．
これ ら い ずれ も， E A ポリ ペ プ チ ドと し て 260， 135，
115， 95， 80， 70， 54k の バ ン ドが ， ま た V C A ポリペ
プチドと して 160， 150 kの バ ン ドが両細胞 で特 に 強く
検出され た． 両細胞間で は ， 合成さ れ る ウイ ル ス 抗原
の 童比 に 若干 の 差が認 めら れ るが ， 各 ポ リ ペ プ チ ドの
P AG Eの 移動度 に は全く差 が 認め られ な か っ た
．
ml． ウイ ル ス 遺伝子 D N Aの 比較
N PC－K T ウイル ス 遺伝 子 D N A を B 95－8 ウイル ス
のも の と 比較 したく図51． Ec oRI消化 に よ る B 95－8 ウ
イ ル ス の 7 ．4k bの C 断 片 は， N P C－K T ウイ ル ス
D N Aで は み ら れず ， か わ っ て 28 k bの バ ン ドが 新た
に検出さ れ たが ， 他 の バ ン ドは全て 一 致 した ． ま た，
D N Aの 不均 一 性 を示 唆 す るよ う な マ イ ナ ー バ ン ドも
検出され な か っ た ． 一 方 Ba m HI消化 では G へ t 断片
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の 領域 に い く つ カラの 違 い が み られ た が， どの 断片 に よ
る も の か 同定でき な か っ た ．
考 察
E B Vの と 卜感染 は， バ ー キッ トリ ンパ腰 ，伝染性単核
症， 上咽頭癌な どの 発生 に 密接 な因 果関係 があ る と さ
れ て い るり
一 別が ， そ の 詳細 な機序は未だ解明 され て い
な い
． 本研究で 用 い た N P C－K T細胞及 び同細胞塵生
E B V は， 従来の P 3 H R－1 及 びB95－8両細胞又 は そ れ
ら 由来の E V 王う と異な り， 上 咽 頭癌由来 と考 え ら れ
る鋸 ． 故 に E V Bの 上 咽 頭癌発生 へ の関連 を直接解明す
る に は， 現 在， 最も適切 な実験系と考え られ る． こ の
N P C一 区T 細胞の 表面 マ ー カ ー と して， 表面免疫グロ ブ
リ ン， Fc レ セ プ タ ー ， OKBl， B 2， 補体 レ セ プ タ ー
くco mple m e nt r e cepto r， C R1 1， E B Vの レ セ プ タ ー
と考え られ て い る C R2 な ど， B リ ン パ 球関連の もの
は陰性 で あ り， 従 っ て N P C－ K T細胞 は E V B感染 B
リ ン パ 球 との 融合細胞で ある可能性は 一 応否定 され た
く未発表 デ ー タう． こ の細 胞の 産生す る N P C－ K T ウイ
ル ス の ウイ ル ス 特異的 E A， V C A ポリペ プチ ド は，
P A G Eで み る限 り， P 3 HR－1 ウイ ル ス の そ れら と ほ ぼ
完全 に 一 致 し， 構造的 に は， 従来の E B V と ほ ぼ同 じと
思 われ る．
一 方 ， B 95－8 ウイル ス構造蛋白で は， 一 部糖
蛋白 に 違い が あるが ， こ れ は糖鎖に よ る修飾が ヒ トと
マ ー モ セ ッ ト で 異な るた め と考え られ て い る 川 ．
しか しな が ら， NP C－K T ウイ ル ス は， P 3 H R－1 ウイ
ル ス の も つ Raji細胞量感染に よ る E A誘導及 び細胞
溶解活性と ， B 95－8 ウイル ス の もつ 高い リ ン パ 球 トラ
ン ス フ ォ ー ム 活性の 雨情性を併 せ も つ と い う 従来 の
E B Vに は ない 特異な 生物括性 を有 して い る こ と が 判
明 した． しか も遺伝子 DN Aの 制 限酵素消化に よ る解
析 で は， こ の N P C．K T ウイル ス D N A は従来の ウイ
ル ス 産生 性及 び 非産生性細胞 の ウイ ル ス D N A川 の い
ずれ と も異 なる D N A構造 を有す る新種 の ウイ ル ス で
あ る こ とが 見出さ れ た． さ ら に ， 継代培養60代 めの
N P じK T細胞 よ りク ロ ー ニ ン グ して 得ら れた 6株 は，
い ずれ も ウイ ル ス 産生量 に 大き な適 い が ある に も か か
わ らず ， E A誘導活性と トラ ン ス フ ォ ー ム 活性の比 は
常に ほぼ 一 定の 値を示 して い た ． ま た， こ られ ク ロ ー
ン 化細胞の Iud R処理及 び低温培養に よ り塵 生 さ れ る
ウイ ル ス 量 は各々 異 っ たが ， 両活性の 比 は常に 一 定で
あ っ た ． ウイ ル ス D N Aの 解析で も 不均 一 性 を示 す バ
ン ドは検出さ れ なか っ た こ と な どか ら， 単 一 ウイ ル ス
が 両活性 を担 っ て い る 公 算 は大 き い が， 今後遺伝子
D N Aの 詳細 な解析な どに よ り， さら に 検討の 余地が
残さ れ て い る ．
N P C．K T ウ イル ス は P 3 H R－1 ウイル ス と 同 様 に
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Ra5i細胞量感染に よ り E A を誘導す る が， こ の活性は
P3H R－1 ウイル ス と 異 な り D M S Oに よ り 10倍 以 上
増強 され た． D MS O の培養細胞及び ウイ ル ス 感染 に 及
ぼ す影 響 に は 多く の 報告 が あ る． E B Vに 関 し て，
La r o c c aら1 97は D M S O が P 3 H R－1細 胞 内 の E B V
D N A合成 を促進す る こ と ， ま た菅原 ら2 Olは D M S O が
P 3 H R－1 ウイ ル ス 重感染 に よ る E A誘導 を阻害す る こ
とな どを報告 して い る ． 本研究 で は， D M SO が N P C－
K T ウイ ル ス 重感染 Raji細胞の E A発 現 を 10倍以上
増強 す るに も か か わ ら ず P3王1 R－1 ウイ ル ス に よ る E A
誘導 は菅原 ら の報告の よう に や や阻害 され た． 1％
D MS O は Raji細胞 の D N A合成 を阻害 す る が， 蛋白
合成に は影響 が な く， 3 ％D M S O で はこれ らは 共に 阻
害さ れ た． そ のた め に 3％D M S O存在下で， E A合成
は顕著 に は増強され な か っ たが ， 薬物除去後 に 強い 増
強効果が み られ た． した が っ て D M S O は E A誘導過
程 の蛋白合成以前の段階 に 作用 し て い る と 考 え られ
る
．
か か る D M S Oの 作用機序 と して ， N P C－ K T ウイ
ル ス は 上皮系細胞 よ り産生 さ れ るた め， そ の ウイ ル ス
被膜構造が リ ン パ 球由来 の P 3 H R－1 ウイル ス と異 る
こ とが 関与 して い る と思わ れ る． す なわ ち ， リ ン パ球
細胞 Raji へ の 吸着後 の侵 入過程 に N P C－K T ウイ ル
ス は若干障害 を認 め るが， D M S O が細胞膜 の流動性を
高め る こ と に より ， N PC． KT ウイ ル ス の細胞内侵入 を
容易 な ら しめ てい る可能性 が考 え られ る． も う 一 つ の
可能性と して ， D M S Oに よ り宿主細胞機能に 変化が生
じ， 組胞 内阻害因子 が 弱 め ら れ た 結果． よ り多 く の
N P C． K T ウイル ス 感染細胞が E A合成過程 へ 入 る こ
とな どが 考 えられ る．
E B V は リン パ 球 を ト ラ ン ス フ ォ ー ム す る 能 力 を
持 っ た B 細胞指向性ウイ ル ス と 考え られ て い る ． し た
が っ て， E B V の上皮系細胞 へ の 感染過程 に は 不明の 点
が 多い ． Sixbey ら
2 3Iは伝染性単核症患者の 咽 頭ぬ ぐ い
液中の E B V は直接 ヒ ト上 皮系細胞 へ 感 染， 増殖 す る
が ， B95－8 ウイル ス は高濃度の も の で も感染 しな か っ
たと報告し てい る． ま た， 彼 ら は こ れ ら咽 頭 ぬ ぐい 液
の 口腔内上皮系細胞内に E B V D N A を検出し， 咽頭 ぬ
ぐい 液中の E BV はこ の 上皮系細胞由来 で あ る と結論
して い る． こ れ らの 結果は上 皮系細胞由来 の ウイ ル ス
は， リ ン パ 球由来の リ ン パ 球指向性 ウイ ル ス と は宿主
域 に も違い がある可能性を示 唆 して い る． 既 に 述 べ た
よう に ， N P C， K T細胞表面に は E B V のレ セ プ タ ー と
考 え ら れ て い る C R 2 は検出 さ れ ず， ま た P3 H R－1，
B95．8， N P C－K T ウイ ル ス の N P C－K T細 胞 へ の 吸着
も起 こ らな い こ とよ り， 上 咽 頭癌 へ 移行 す る E B V感
染上皮系細胞 へ の E BV 感染成立様式 に は 不 明の 点が
多い ． また E B V は B リン パ 球 を不死化す る と共 に，
藤
ウイ ル ス D N A の トラン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り上 皮系
細胞 をも 不死 化 す る こ と が証明さ れ て い る． しかし現
在 ま での と こ ろ， E B V自体 に 細胞が ん化能力及 びがん
遺伝子 くo n c oge n el 等は発見され て お ら ず， 今後その
上 皮系細胞 へ の 感染成立様式 と共 に 解明 され る べ き課
題 と考え られ る
．
結 論
上 咽頭癌初代培養細胞 と ヒ トア デ ノ イ ド由来上皮系
細胞株と の 細胞融合 に よ り得 ら れ た E B V高産生性上
皮系細胞株 N P C－K T より塵生され る ウイ ル ス くNP C，
K T ウイル スう の 生物学的活性に つ い て以 下の 成績を
得た ．
1 ． N P じ K T糸田胞産生 ウイ ル ス は B 95－8 ウイ ル ス
の も つ 高 い ヒ ト リ ン パ 球 ト ラ ン ス フ ォ ー ム 活性と
P 3 H R－1 ウイル ス の もつ Raji細胞重感染に よ る E B V
の E A誘導能 を併せ も っ て い た ．
2 ． N P C－ E T ウイル ス は上 記活性 と共 に 細胞溶解
活性 を持つ た め， ヒ ト リ ン パ 球 に 南濃度ウイ ル ス を感
染さ せ る と， リ ン パ 球 D N A合成は 一 過性 に 上昇 した
後， 細胞 は溶解 した． しか し低濃度 ウイ ル ス 感染で は
す み や か に ト ラ ン ス フ ォ ー ム 細胞株が 樹立化 され た．
3 ． N PC－ K T ウイ ル ス に よ る E A誘 導活性 は
D M S Oに よ り強く 増強 され た が ， P 3H R－1 ウイル ス で
は逆 に 阻害 さ れた ． DMS O はN PC－K Tウイ ル ス によ
る E A誘導の蛋白合成 以前の 段階に 作用 して い た と思
われ る
．
4 ． N P C－ K T及 び P 3H R．1 ウ イ ル ス の Raji細胞
霊感染 に よ り誘導さ れ る E A ポ リペ プ チ ド は P A G E
で み る 限 り 差 が な か っ た ． 同様 に 王ud R処理 に よ り
N P C－ K T 及 び P3 H R－1細胞内に 合成 さ れ る ウイ ル ス
蛋 白に も差は み られ な か っ た こと か ら， 両 ウイ ル ス は
構造的 に も ほ ぼ 同 じ で ある と 考 え ら れ た． し か し，
N P C－ K T ウ イル ス 遺伝 子 D N A は従来 の E B Vの い
ずれ と も異な る制限酵素消化断片を有 して い た．
5 ． N P C－K T細胞よ り ク ロ ー ニ ン グし た 6株間に
は， そ の ウイ ル ス 産 生能に は著 しい 差が み られる に も
か か わ ら ず， そ の N PC－ K T ウイ ル ス の ト ラ ン ス
フ ォ ー ム 活性と， E A誘導悟性の比 は常 に 一 定であ っ た．
ま た ， NP C－ KT ウイ ル ス D N A中に も 不均 一 性を示す
よ う な バ ン ド は検出され な い こ とよ り， 両活性が単 一
の ウイ ル ス に よ る可能性が 示唆さ れ た．
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Abstr act
T he pr e se nt study w a spu rsu ed to e x a min ebiologic al a ctivitie s of Epstein
－Bar r viru sくE B VJ
Which w a sprodu c ed by epithelioid hybridc e11 1in eくN P C－N TJn e wly e stablished bythe fusio n of
Prl m a ry n a SOPha rynge al c a r cin o m a epithelioidc ells wit h the epithelioidc ells de riv ed fr o mthe
hu m an ade n oid tis su e． N P C－ K Tce11s highly pr odu c ed u niqu e E B VくN P C－ K T vir u sJ withpro－
Pe rties to tra nsfor m c o rd blo od lympho cyte sくC BU， and to indu c e vir al e a rly a ntige n sくE AJ
a nd cytolysIS． Infe ctio n to C B Lwith lo w c o n c e ntration sof NPC
－KT vir usindu c ed the c ellsto
fo r m E B V－ n u Cle a r a ntigen
－
pO Sitiv e c o ntin u o u s c ell lin e s． Ho w e v e r， the C B Ls e xpo s ed to highe r
do s e s of viru s sho w ed in c re a s e of D N Asynthe sis 2 days afte rinfectio n， follo w ed by c ell lysis．
E A－indu ction by N P C－ K Tviru S W a S Stim ulated by dim et hylsul fo xide， butthatby P 3 H R－1 viru s，
a n othe r str ain of EB V， W a Sinhibited bythe drug． E Apoly peptidesindu ced by supe rinfe ctio n of
Raji with N P C－KT a nd P 3 H R－1 viru se s w e re u ndistinguishab le by polya c ryla mide gel ele ctro－
pho r e si くP A G EJ． V ir al stru ctu ral pr otein spr odu c ed in N P C－ K T a nd P 3 H R－1 c e11占 w e re als o
u ndistinguishable by S D S
－P A G E． Ho w ev e r
， ge n O m eD N Aof N P C
－ K T vir u s w a s ap pa r e ntly
diffe re nt fr o mtho s eof E B Vs of othe r strain s． Six clo n es of N P C－ K Tc e11s clo n ed at 6 0thpa s－
SageS Show ed diffe r ent viruS－PrOdu cing ability， but the r atio of tr a nsfo r ming unit to E Aindu cing
u nitw a s n e a rly c o n sta nt ． Fu rthe r vir al D N Aa n alysis didn otindic ate the pr e se n c e of minor．
m ole cule，Sho wing n o hete r oge nicity ofthe virus． T he sedata s ugge stt he po sib ility that a single
Clo n e of vir u sha sboth tr a n sfo r minga nd E A
－indu cing a ctivitie s．
